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Resumen

Las GTPasas son enzimas que regulan diversas funciones celulares actuando como
interruptores moleculares. Dentro de la familia de las GTPasas, las GPN (Glycine-Proline-
Asparagine) son esenciales en eucariotas, participando en la regulacién y acumulacion
nuclear de la RNA polimerasa Il (RNAPII). En este estudio, se investigo el papel del dominio
WH2 de la GTPasa Gpn3 en la interaccion con actina globular y su influencia en la formacion

de lamelipodios y migracién celular en lineas MCF-12A.

Se realiz6 un modelado in-silico utilizando HADDOCK 2.4, revelando una posible
interaccion entre el dominio WH2 de Gpn3 y la actina globular. Adicionalmente, se
construyé la mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A, confirmando su expresion y estabilidad en
lineas celulares. Los ensayos experimentales indicaron que esta mutacion afecta la formacion
de lamelipodios, mostrando una tendencia a reducir su formacién bajo condiciones de ayuno
y aumentar bajo estimulo con medio completo, en comparacion con la variante salvaje. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la migracion celular entre las lineas
estudiadas, sugiriendo que la mutacion en el dominio WH2 de Gpn3 no compromete su
funcion en la migracién celular, aunque si parece influir en la regulacion de la actina bajo
ciertos estimulos. Estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos sobre el papel del

dominio WH2 de Gpn3 en la dindmica del citoesqueleto de actina.



Introduccion

Las proteinas unidas a GTP o GTPasas, son enzimas que regulan diversas funciones
celulares a través de su actividad catalitica. Estas se encuentran activas cuando estan unidas
a GTP y cuando esta molécula es hidrolizada se produce un cambio conformacional, lo cual
conlleva a un estado inactivo (Alberts, 2015, p. 820). Debido a lo anterior, las GTPasas
funcionan como interruptores moleculares, esto atribuido a dos familias de proteinas que
participan en los cambios de actividad de las GTPasas; los GEFs (Guanine Nucleotide
Exchange Factors), los cuales inducen la liberacion del GDP y el intercambio a GTP y los
GAPs (GTPase-activating proteins), que incrementan el indice de hidroélisis del GTP unido a
las GTPasas (Alberts, 2015, p. 820).

Existen diversas familias de GTPasas, una de ellas es la familia de las GTPasas GPNs
(nombre dado por su motivo conservado; Glycine—Proline—Asparagine), la cual se compone
de tres proteinas presentes; Gpnl, Gpn2 y Gpn3. Las GTPasas GPN se encuentran muy
conservadas en el proceso de evolucion. Estan presentes en todos los organismos eucariotas,
y en arquea se ha descrito solamente una copia de estas GTPasas (Alonso et al., 2013) la cual
es mas similar a Gpnl. Ademas, se ha demostrado que cada miembro de la familia Gpn es
esencial en todos los organismos en los que se ha evaluado, por ejemplo, la delecion de
cualquiera de los genes codificantes para las proteinas Gpn en Saccharomyces cerevisiae
resulta en un efecto letal (Giaever et al., 2002). Una de las funciones mas relevantes de las
proteinas Gpn se relaciona con la RNA polimerasa Il (RNAPII). Se conoce que Gpn3'y Gpnl
interacttan fisicamente con la RNAPII, ademas participan en su regulacion y acumulacion
nuclear (Forget, et al., 2010; Carré y Shiekhattar, 2011; Calera et al., 2011).

En nuestro grupo de trabajo, se ha encontrado que Gpn3 (33kDa) tiene una localizacién
citoplasmica en células de mama no cancerosas MCF12-A sembradas de manera
subconfluente. Este efecto en la localizacién citoplasmica aumenta cuando las células son
tratadas con medio de ayuno. Sorprendentemente, cuando las células MCF12A son incubadas
durante 4 horas con medio de ayuno y posteriormente se cambia a medio completo, Gpn3 se

trasloca al nicleo y a unas estructuras membranales hasta ahora no identificadas (Pefia-



Gomez, Sonia Griselda. Datos no publicados). Al hacer experimentos complementarios, se
encontrd que las estructuras membranales en donde se encuentra Gpn3 co-localizan con los
filamentos de actina. Existen diferentes estructuras formadas por filamentos de actina, como
los lamelipodios, filopodios, ruffles, etc. Debido a la morfologia, localizacién y al marcador
molecular cortactina, se confirmd que estas estructuras de Actina filamentosa donde co-

localiza Gpn3 son lamelipodios.

Los lamelipodios son estructuras aplanadas que se extienden de la membrana,

conformados por una malla de filamentos de actina entrelazados. Para su formacion, se
requiere de un conjunto de proteinas, siendo las mas esenciales la Actina globular, el
complejo Arp2/3 y un factor activador de la nucleacion (generalmente una proteina de la
familia WAVE) (Alberts, 2015, p. 820).
Las GTPasas de la familia de las GPN cuentan con 2 inserciones Unicas: la insercion 1y 2.
A través de la base de datos ELM (Eukaryotic Linear Motif) (ELM, 2022), se encontrd que
Gpn3 contiene un dominio WASP-homology 2 (WH2) en la insercién 1, el cual se encuentra
altamente conservado en las Gpn3 de diferentes especies. Este dominio estd presente en la
mayoria de los factores de nucleacién y elongacién de filamentos de actina identificados,
como lo son las proteinas de la familia WAVE (Dominguez, 2016), asi como otras proteinas
que interacttan con la actina globular como las timosinas (Paunola, Mattila, y Lappalainen,
2002).

Por lo anterior, se conoce que las proteinas que contienen el domino WH2 tienen una
actividad regulatoria en los procesos de nucleacion de actina, como lo es el caso de los
factores nucleadores de actina (al participar en la activacion del complejo Arp2/3), los cuales
permiten que se lleve a cabo la polimerizacion de la Actina globular, sin embargo, otras
proteinas como las timosinas (anteriormente mencionadas), se han relacionado mas a una
regulacion negativa, secuestrando la actina globular (formando un complejo 1:1) y asi

inhibiendo la formacién de Actina filamentosa.



Materiales y métodos

Reactivos.

Los reactivos para llevar a cabo los cultivos de las lineas celulares se obtuvieron de
Invitrogen (Carlbad, CA), los demas reactivos fueron obtenidos de la empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO).

Anticuerpos y agentes de tincion.

El anticuerpo anti-Gpn3 fue generado en conejo contra una proteina recombinante
HisGpn3 producida en bacterias BL21 (DE3), mientras que la faloidina y el DAPI se
obtuvieron de Invitrogen (Carlbad, CA).

Modelado de Gpn3 'y Gpn3 L69A/R70A con la actina.
Métodos bioinformaticos

Gpn3 se modeld por medio del programa de inteligencia artificial ESM Metagenomic
Atlas (ESM Atlas, 2023). El modelo de actina (PDB ID: 2A41) se obtuvo mediante RCSB
Protein Data Bank (RCSB PDB, 2024).

Minimizacion de energia

La minimizacién de energia de las estructuras proteicas fue realizada utilizando el
programa Chimera. La minimizacion se llevé a cabo utilizando el algoritmo de minimizacion
de gradiente conjugado, aplicando el campo de fuerzas Amber ff14SB. Los parametros por
defecto del programa se utilizaron para establecer las condiciones de corte para interacciones
no covalentes y para definir los ciclos de minimizacion. Este proceso permitié obtener
estructuras energéticamente optimizadas para su uso en posteriores simulaciones de
acoplamiento.

Acoplamiento proteina proteina con Haddock

El acoplamiento proteina-proteina (docking) fue realizado utilizando el servidor web
HADDOCK 2.4. Para ello, se emplearon las estructuras minimizadas de las proteinas Gpn3
y actina. Los PDBs de las proteinas se cargaron en HADDOCK, y se definieron los residuos
de interés para Gpn3 (dominio WH2: 56-ELIEVDDVMEDDSLRFG-72 ) y para la actina
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(los subdominios 1y 3), basados en datos bibliogréficos (ELM, 2022). EI acoplamiento se
realiz6 bajo el modo semiautomatico, permitiendo que HADDOCK generara multiples
posibles complejos mediante la combinacion de orientaciones y conformaciones de las
proteinas. El resultado fue un conjunto de soluciones agrupadas en diferentes clusteres,
ordenados segiin su puntaje denominado “puntaje HADDOCK?”, que integra diversos
parametros energéticos para identificar las conformaciones mas probables. Los clusteres de
mayor relevancia fueron seleccionados para un analisis posterior.

Subclonacion de Gpn3RFlag-pLNCX2 y creacion de la construccion molecular
Gpn3RFlag-L69A/R70A.

El cDNA de la construccion Gpn3RFlag-pEYFP fue sub-clonado en el vector pLNXC2
a través de los sitios de restriccion Hind Il y Not I. Para la generacion de la construccion
molecular mutante Gpn3RFLag-L69A/R70A se realizd mutagénesis sitio dirigido en el
termociclador C-100 Thermal Cycler usando como templado a Gpn3RFlag-pEYFP. A
continuacion, se presenta los oligonucledtidos utilizados para la construccion molecular
Gpn3RFLag-L69A/R70A; Fwd 5 gatgtaatggaggatgattctgcggcattcggtcccaacggaggatt 3" y 57
aatcctcegttgggaccgaatgccgcagaatcatccetecattacatc 3°. Los primers fueron disefiados utilizando
las herramientas disponibles en el sitio web de New England Biolabs (New England Biolabs,
2023). Una vez obtenido el producto, se incubé durante 1 hora con la enzima de restriccion
Dpnl. Se verificd la correcta generacion de la mutacion en la construccion molecular
mediante secuenciacion, realizada en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola,
Médica y Ambiental (LANBAMA, IPICYT).

Condiciones del cultivo celular.

Las lineas celulares HEK293T y MCF-12A fueron adquiridas de American Type Culture
Collection (Manassas, VA). Las células HEK293T se cultivaron en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 25 mM de glucosa y suplementado con un 10%
de suero fetal bovino (FBS). Por otro lado, las células MCF-12A se mantuvieron en medio
DMEM-F12, complementado con un 5% de suero de caballo (HS), 20 ng/ml de EGF (factor
de crecimiento epidérmico), 100 ng/ml de toxina del cdlera, 10 pg/ml de insulinay 0.5 pg/ml
de hidrocortisona. Ambos medios de cultivo incluian 100 U/ml de penicilina'y 100 pul/ml de
estreptomicina. Los cultivos de ambas lineas celulares se llevaron a cabo en una atmosfera
hiimeda al 5% de CO2 a 37 °C.

Generacion de lineas celulares MCF-12A Gpn3RFlag g193, MCF-12A Gpn3RFlag g239,
MCF-12A Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 y MCF-12A Gpn3RFlag-L69A/R70A ¢g239 a
través de la formacidn de particulas retrovirales en la linea celular HEK293T.



Para la creacion de los cultivos celulares MCF-12A Gpn3RFlag 9193, MCF-12A
Gpn3RFlag 9239, Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 y Gpn3RFlag-L69A/R70A g239 se
utilizaron dos procesos: la transfeccion y la infeccion. Para la sobreexpresion de las
construcciones moleculares se sembraron 3 x 10° células HEK293T en cajas petri y se
transfectaron 24 horas después por el método de fosfato de calcio, el cual consistié en
preparar 2 tubos de ensayo. Al primer tubo se le adicion6 500 pl de solucion salina HEPES
2X (HBS; 274 mM de cloruro de sodio, 10 mM de cloruro de potasio, 1.4 mM de fosfato de
sodio dibéasico, 15 mM de glucosa y 42 mM de HEPES pH 7.05), mientras que al segundo
tubo de ensayo se le agregd 62.5 ul de la solucion de cloruro de calcio (CaCly), 5 ul de gag-
pol (1 pg/ul), 5 ul VSV-G (1 pg/ul), 417.5 ul de Invitrogen™ UltraPure™ DNase/RNase-
Free Distilled Water, .5 pul de Yellow Fluorescent Protein (YFP, 1 ug/ ul) y 10 ul (1 pg/ul)
de los DNA de las construcciones moleculares Gpn3RFlag o Gpn3RFlag-L69A/R70A. Una
vez preparadas las soluciones, se puso el primer tubo (HEPES 2X) en el vortex y lentamente
se le adiciond por medio de una micropipeta de 200 el contenido del segundo tubo. Al
terminar este proceso, se dejo 20 minutos sin movimientos y pasado el tiempo se retir6 el
medio de las células HEK293T y se le agreg6é medio fresco mas la solucion final los cuales,
se dejaron por 6 h y después se cambi6 el medio por nuevo. Se dejan las células por 48 h para
posteriormente recolectar el medio, pasarlas a un tubo cénico de 15 mly centrifugarse a 1500
revoluciones por minuto (RPM) durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se utilizé una
jeringa (donde se adiciona el medio centrifugado), un filtro de jeringa de .45 pm y un nuevo
tubo conico de 15 ml donde se recolectaron las particulas retrovirales que sobreexpresan las
construcciones moleculares. 24 h antes de la obtencién de las particulas retrovirales se
sembraron 1.4 x 10° células MCF-12A, las cuales fueron infectadas preparando en nuevos
tubos la siguiente solucion; 3 ml de medio DMEM-F12 para las construcciones y 6 ml para
el control, 2.4 pl de polibrina y 1.5 pl de las particulas retrovirales de cada construccion. 24
h después se realizo la seleccion, para ello se adicion6 10 pl de geneticina por cada 1 ml de
medio. 72 h después se repitid el proceso y a las 120 h se tripsinizaron las células
sobrevivientes. EI mismo procedimiento se llevd a cabo para generar las particulas
retrovirales de los ShRNA g193 y g239, utilizando el propio DNA en la transfeccion y en la
infeccion utilizando 4 pl de puromicina por cada 10 ml de medio en vez de la geneticina 'y
dejandolo solo 48 h en el proceso de seleccion.

Procedimientos experimentales.
Ensayo de formacion de lamelipodios

Se sembraron 1.8 x 10° células MCF-12A y de las lineas celulares previamente
mencionadas en multiplacas de 12 pozos y 24 h después se dejaron en medio de ayuno
DMEM-F12 (sin complementos) durante 4 h. Posteriormente se estimularon con medio de
ayuno o medio completo durante 30 y 60 minutos. Finalizado el tiempo, se les retir6 el medio
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y se lavaron las células con solucion salina de fosfatos (PBS, 2.7 mM de KCI, 10 mM de
Na;HPQO4, 137 mM 137 mM de NaCl y 2 mM de KH2PO.) Y se fijaron las células con
paraformaldehido al 37 % en PBS durante 15 minutos. El exceso de paraformaldehido se
elimind con dos lavados en PBS. Luego, las células se permeabilizaron y bloquearon con una
solucién de PBS que contenia 10% de FBS y 0.2% de Triton X-100 durante 15 minutos.
Después, se retird el exceso de la solucion bloqueadora/permeabilizadora con un lavado con
PBS. Las células se incubaron con el anticuerpo anti-Gpn3 de conejo diluido 1:1000 e
incubado a 4 °C durante toda la noche. Tras la incubacion, se eliminaron los restos del
anticuerpo primario mediante 3 lavados con PBS. Posteriormente, las células se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado con Alexa Fluor 488, diluido 1:1000,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se realizaron dos lavados en PBS y se adiciond
faloidina a 0.5 uM, dejandola incubar durante 15 minutos. Finalmente, los nicleos celulares
se tifieron con DAPI diluido 1:5000 durante 15 minutos a temperatura ambiente. La
formacion de lamelipodios, asi como la distribucion subcelular de las construcciones de
Gpn3RFlag se analizé en un microscopio de fluorescencia invertido.

Ensayo de cierre de herida.

Se sembraron 3.5 x 10° células MCF-12A y de las lineas celulares previamente
mencionadas en multiplacas de 12 pozos y 24 h después se dejaron en medio de ayuno
DMEM-F12 durante 6 h. Posteriormente se les realiz6 la herida conforme fueron estimuladas
con medio de ayuno o medio completo durante 30 y 60 minutos. El lavado y fijacion son los
mismos anteriormente descritos. Para la determinacién del cierre de herida se tomaron 3
fotografias a través de un microscopio de fluorescencia invertido.

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism 8.0.1. Las
diferencias entre grupos experimentales se evaluaron mediante un ANOVA de dos vias
seguido de una prueba post -hoc de Tukey para comparaciones multiples. Los resultados se
consideraron estadisticamente significativos cuando p < 0.05. La normalidad de los datos fue
evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos se presentan como media + error
estandar (EE), y los graficos fueron generados en GraphPad Prism.
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Resultados
Interaccion del posible dominio WH2 de la GTPasa Gpn3 con actina globular in-silico.

Con el fin de evaluar la posible interaccion entre el dominio WH2 de Gpn3 y G-actina,
se realizd una simulacion de acoplamiento molecular proteina-proteina utilizando
HADDOCK 2.4 (Van Zundert et al.,, 2016). Se realizd un modelo (Figura 1) del
acoplamiento de Gpn3 y G-actina y se obtuvieron los pardmetros particulares de esta
interaccion (Tabla 1).

Construccion molecular de Gpn3RFlag-L69A/R70A en el vector retroviral pLNCX2.

Se llevd a cabo la construccién de la mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A mediante técnicas
de clonacion molecular estandar. Utilizando mutagénesis dirigida, se introdujeron alaninas
en la posicion 69 y 70, sustituyendo asi a la leucina y arginina (respectivamente) en la
secuencia de Gpn3. Este DNA ya contenia una etiqueta Flag en el extremo C-terminal y una
resistencia contra el ShRNA g193. La construccion fue verificada mediante secuenciacion de
ADN, confirmando la presencia de las mutaciones especificas (Figura 2 a). Una vez
confirmadas las mutaciones, se digirid y subclond en el vector retroviral pLNCX2 (Figura 2
b).

Lineas celulares MCF-12A Gpn3RFlag g193, MCF-12A Gpn3RFlag g239, MCF-12A
Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 y MCF-12A Gpn3RFlag-L69A/R70A ¢g239 a través de la
formacion de particulas retrovirales.

Se lograron generar con éxito las lineas celulares MCF-12A expresando tanto la variante
salvaje Gpn3RFlag que disminuye la expresion enddgena (g193) y el control (g239) como la
version mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A que disminuye la expresion enddgena (g193) vy el
control de esta misma (g239). La eficiencia de las particulas retrovirales (Figura 3 a, b, cy
d) generadas en las células HEK293T y la infeccion de las células MCF-12A permitieron
establecer estas cuatro lineas celulares de manera estable. La confirmacién de la expresion
de Gpn3RFlag y su mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A con sus ShRNAs correspondientes se
realiz6 mediante analisis de Western blot (Figura 3 e), donde se observa a Gpn3RFlag g193,
Gpn3RFlag 9239, Gpn3RFlag-L69A/R70A ¢g193 y Gpn3RFlag-L69A/R70A g239. Estos
resultados indican no solo la correcta expresion de los constructos en las lineas celulares
establecidas, sino también la estabilidad de la expresién a largo plazo, lo que asegura la
idoneidad de estas lineas para futuros experimentos funcionales.
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Efecto de la mutacion L69A/R70A en el dominio WH2 de Gpn3 en la formacion de
lamelipodios.

La formacion de lamelipodios fue evaluada en las lineas celulares MCF-12A, Gpn3RFlag
y Gpn3RFlag-L69A/R70A bajo las siguientes condiciones de estimulo: las células fueron
sometidas a un ayuno de 4 horas y luego estimuladas con medio de ayuno por 30 min (Figura
4 a), medio completo por 30 min (Figura 4 b), medio de ayuno 60 min (Figura 4 c) y medio
completo por 60 min (Figura 4 d). En las condiciones estimuladas con medio completo de
30 y 60 min se pueden observar los lamelipodios y la actina filamentosa marcadas con una
flecha. Los datos cuantitativos se presentan como un grafico (Figura 4 €), donde se observa
el numero de células con lamelipodios en cada condicion. EI numero de lamelipodios fue
significativamente menor en las condiciones de células estimuladas con medio de ayuno en
comparacion con aquellas estimuladas con medio completo. No hubo diferencias
significativas entre las lineas celulares, sin embargo, se observd una tendencia en la linea
mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A, ya que en los estimulos con ayuno mostraron una
tendencia menor a formacion de lamelipodios, mientras que el estimulo con medio completo
de 60 min de esta misma linea tuvo el mayor conteo de lamelipodios sobre las demés lineas.

Efecto de la mutacion L69A/R70A en el dominio WH2 de Gpn3 en la migracion.

La migracion celular fue evaluada en las lineas celulares MCF-12A, Gpn3RFlag y
Gpn3RFlag-L69A/R70A bajo las siguientes condiciones de estimulo: las células fueron
sometidas a un ayuno de 6 horas y luego estimuladas con medio de ayuno por 4 h, medio
completo por 4 h, medio de ayuno 8 h y medio completo por 8 h (Figura 5 a). En estas
figuras se aprecia en amarillo el area delimitada tomada como valor. Los datos cuantitativos
se presentan como un grafico (Figura 5 b), donde se observa el area total medida en cada
condicion. El area de cierre de herida fue significativamente menor en las condiciones de
células estimuladas con medio de ayuno en comparacion con aquellas estimuladas con medio
completo. No hubo diferencias significativas entre las lineas celulares.

La localizacion subcelular de Gpn3RFlag y la morfologia de las células MCF-12A cambia
con la mutacion L69A/R70A.

La localizacion subcelular de Gpn3 se evalu6 mediante el ensayo de formacion de
lamelipodios previamente descrito. Se analiz6 la co-localizacion de Gpn3 con lamelipodios
en las lineas celulares MCF-12A, Gpn3RFlag g193, Gpn3RFlag g239, Gpn3RFlag-
L69A/R70A g193 y Gpn3RFlag-L69A/R70A ¢239, bajo condiciones de medio de ayuno y
medio completo a 30 y 60 minutos. Gpn3 co-localizé con los lamelipodios en todas las lineas
celulares cuando se utilizé medio completo. Sin embargo, bajo condiciones de ayuno, donde
no se observaron lamelipodios, Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 mostr6 una localizacion tanto
citoplasmatica como nuclear, acompafiada de cambios en la morfologia celular en
comparacion con las demas lineas.
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Discusion
Interaccion del posible dominio WH2 de la GTPasa Gpn3 con actina globular in-silico.

La simulacién de acoplamiento entre Gpn3 y actina globular proporciona evidencia
preliminar de que el dominio WH2 de Gpn3 podria desempefiar un papel en la interaccion
con la actina, lo cual es coherente con las funciones conocidas de otros dominios WH2
(Paunola et al., 2002; Zuchero et al., 2009, 2012; Dominguez, 2016; Xue & Robinson, 2016)
que regulan la union a actina. A pesar de que el HADDOCK score sugiere una conformacion
relativamente estable, la alta energia del parametro de violacion de restricciones indica que
algunas de las restricciones impuestas durante el acoplamiento podrian no haberse cumplido
0 haber sido dificiles de cumplir, sugiriendo que el modelo podria estar forzando
interacciones que no serian tan favorables en condiciones biologicas. Sin embargo, la
significativa superficie enterrada y las energias de Van der Waals y electrostatica negativas
apoyan la idea de una posible interaccidn entre estas dos proteinas.

Efecto de la mutacion L69A/R70A en el dominio WH2 de Gpn3 en la formacion de
lamelipodios.

En el presente estudio, se observé que la linea celular Gpn3RFlag-L69A/R70A, que
contiene mutaciones en el dominio WH2, mostr6 una tendencia a formar menos lamelipodios
en comparacion con las lineas MCF-12A y Gpn3RFlag bajo condiciones de ayuno tanto a 30
minutos como a 60 minutos. Esta disminucién en la formacion de lamelipodios podria
deberse a que, bajo estas condiciones, Gpn3 funcione de manera similar a otras proteinas que
contienen el dominio WH2, como JMY y WAVE, que actian como activadores de la
nucleacion de actina a través del complejo Arp 2/3 (Zuchero et al., 2009; Campellone, 2023).

Por otro lado, cuando las células fueron estimuladas con medio completo durante 60
minutos, se observd un aumento en la formacidn de lamelipodios en la linea Gpn3RFlag-
L69A/R70A, superando incluso a las lineas MCF-12A y Gpn3RFlag. EI dominio WH2 es
conocido por su capacidad de secuestrar actina globular, formando complejos 1:1 que inhiben
su participacion en la polimerizacion de actina, lo que afecta diversos procesos celulares
(Renault, 2016), es por ello que, este resultado podria indicar que debido a la mutacién y bajo
condiciones Optimas de nutrientes Gpn3RFlag-L69A/R70A a través de su dominio WH2
puede regular de manera negativa la polimerizacion de actina a través de su unién directa,
sin embargo, al encontrase mutado este dominio ya no es posible el secuestro y por ende la
polimerizacion de filamentos de actina es mayor.

A pesar de que no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
lineas celulares en la formacion de lamelipodios, se identifica una clara tendencia en la linea
mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A. Esta tendencia sugiere que la mutacién en el dominio
WH2 afecta la regulacion de la actina, dependiendo de las condiciones ambientales, como lo
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indican los resultados obtenidos con medios de ayuno y completo. Estas observaciones
respaldan la idea de que Gpn3 podria participar tanto en la regulacion positiva como negativa
de la nucleacion de actina, similar a lo que ocurre con otras proteinas con el dominio WH2,
dependiendo del contexto celular y de los estimulos presentes (Paunola et al., 2002; Zuchero
etal., 2009, 2012; Dominguez, 2016; Renault, 2016; Xue & Robinson, 2016).

Efecto de la mutacion L69A/R70A en el dominio WH2 de Gpn3 en la migracion.

Los resultados del ensayo de cierre de herida sugieren que la capacidad migratoria de las
lineas celulares MCF-12A, Gpn3RFlag, y Gpn3RFlag-L69A/R70A es relativamente similar
bajo las condiciones estudiadas, tanto en medios de ayuno como en medios completos. La
disminucion del area observada después de 8 horas en ambas condiciones sugiere que todas
las lineas celulares pueden migrar y cerrar la herida eficientemente, independientemente de
la mutacién en el dominio WH2 de Gpn3.

El dominio WH2 estd ampliamente reconocido en la literatura cientifica por su papel en
la regulacion tanto positiva como negativa de la actina, siendo fundamental en la formacion
de estructuras migratorias como los lamelipodios (Shekar, Pernier y Carlier, 2016). Sin
embargo, bajo las condiciones experimentales de este estudio y considerando la mutacion
especifica en Gpn3, no se observaron efectos significativos en la migracion celular, lo que
sugiere que esta mutacion no compromete la funcién migratoria de las células.

La localizacion subcelular de Gpn3RFlag y la morfologia de las células MCF-12A cambia
con la mutacion L69A/R70A.

Ahuja y colaboradores (2007) realizaron un estudio con la proteina Cobl (Cordon-bleu),
la cual contiene tres dominios WH2. En dicho estudio, generaron diversas mutantes en las
que se eliminaban dominios especificos de esta proteina. Descubrieron que al eliminar dos
de los tres dominios WH2, Cobl perdia su capacidad para polimerizar actina, lo que resultaba
en alteraciones significativas en la morfologia celular. Por otro lado, Gpn3 es esencial para
el ensamblaje de la RNA polimerasa Il, formando un heterodimero con Gpnl (Calera et al.,
2011), el cual también posee un dominio WH2 (ELM, 2022). Con base en lo anterior, s
plausible que Gpn3y Gpnl trabajen en conjunto a través de sus dominios WH2 en actividad
con la actina, pero la mutacion del dominio WH2 de Gpn3, pueda influir negativamente en
su capacidad para participar en la regulacion de la actina 'y, por ende, en la morfologia celular.
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Pies de figura

Figura 1. Modelo de acoplamiento molecular entre Gpn3 y G-actina. En la imagen se
observa a Gpn3 en color verde y la actina globular en color beige. EI dominio WH2 de Gpn3,
que interactla con G-actina, esta resaltado en rojo con un mesh alrededor de los residuos
clave. EI modelo fue generado utilizando ChimeraX.

Figura 2. Confirmacion de la construccion molecular Gpn3RFlag-L69A/R70A y
subclonacion. Secuenciacion de la construccion molecular Gpn3RFlag-L69A/R70A, A)
donde se muestra la comparacion entre la secuencia de la proteina Gpn3 (inferior) y la
secuencia mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A (superior), en la que se introdujeron las
mutaciones L69A y R70A mediante mutagénesis sitio dirigida. La sustitucion de leucina y
arginina por alaninas en las posiciones 69 y 70, respectivamente, fue confirmada mediante
secuenciacion de ADN, validando la correcta introduccion de las mutaciones especificas. B)
Digestion de la construccion Gpn3RFlag-L69A/R70A en el vector pEYFP y Gpn3RFlag en
el vector pLNCX2 para subclonacion. El gel de electroforesis muestra los fragmentos de
ADN obtenidos tras la digestion enzimatica para su posterior subclonacion y analisis
funcional.

Figura 3. Generacion y validacion de las lineas celulares MCF-12A expresando
variantes de Gpn3RFlag y Gpn3RFlag-L69A/R70A con supresion de la expresion
endogena de Gpn3 mediante ShRNA. Las imagenes A) y B) muestran la eficiencia de las
particulas retrovirales generadas en células HEK293T para la sobreexpresion de Gpn3RFlag
y Gpn3RFlag-L69A/R70A, respectivamente, evaluadas por la fluorescencia de GFP. Las
imagenes C) y D) representan la eficiencia de las particulas retrovirales para la expresion de
shRNA g193 (que reduce la expresion endégena de Gpn3) y el control shRNA g239. En E),
se presenta un analisis de Western blot que confirma la expresion de Gpn3RFlag y su variante
mutante Gpn3RFlag-L69A/R70A en las lineas celulares MCF-12A, asi como la reduccion
de la expresion de Gpn3 enddgena en presencia del ShRNA g193.

Figura 4. Evaluacion de la formacion de lamelipodios en las lineas celulares MCF-12A,
Gpn3RFlag y Gpn3RFlag-L69A/R70A bajo diferentes condiciones de estimulo. Las
imagenes A) y C) muestran las células después de 4 horas de ayuno y estimulo con medio de
ayuno durante 30 y 60 minutos, respectivamente. Las imagenes B) y D) corresponden a las
células estimuladas con medio completo durante 30 y 60 minutos. En estas ultimas
condiciones, se observan los lamelipodios (amarillo) y la actina filamentosa (rosa), indicados
por flechas. La imagen E) presenta un grafico cuantitativo del nimero de células con
lamelipodios en cada condicion experimental.
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Figura 5. Evaluacién de la migracion celular en las lineas celulares MCF-12A,
Gpn3RFlag y Gpn3RFlag-L69A/R70A bajo diferentes condiciones de estimulo. A)
Imagenes representativas del ensayo de cierre de herida, donde se observa el area delimitada
en amarillo, utilizada para cuantificar la migracion celular en cada condicién: medio de ayuno
por 4 h, medio completo por 4 h, medio de ayuno por 8 h, y medio completo por 8 h. B)
Gréfico cuantitativo que muestra el area total medida en cada condicion experimental. Los
resultados indican que el area de cierre de herida fue significativamente menor en las
condiciones de ayuno en comparacion con las de medio completo, lo que refleja una
disminucidn en la capacidad migratoria bajo condiciones de restriccion de nutrientes. No se
observaron diferencias significativas entre las distintas lineas celulares evaluadas.

Figura 6. Evaluacion de la localizacion subcelular de Gpn3 y su co-localizacion con
lamelipodios en las lineas celulares MCF-12A, Gpn3RFlag 9193, Gpn3RFlag g239,
Gpn3RFlag-L69A/R70A g193, y Gpn3RFlag-L69A/R70A g239 bajo condiciones de
medio de ayuno y medio completo a 30 y 60 minutos. Las imagenes superiores muestran
la fluorescencia correspondiente a Gpn3 en verde. Las imagenes del medio muestran la
tincién nuclear con DAPI en azul. Las imagenes inferiores representan la combinacion de
ambas sefiales (superposicion) para evaluar la co-localizacién. Se observd que Gpn3 co-
localiza con los lamelipodios en todas las lineas celulares cuando se utilizd medio completo,
mientras que, bajo condiciones de ayuno, especialmente en la linea Gpn3RFlag-L69A/R70A
9193, Gpn3 mostrd una distribucion tanto citoplasmatica como nuclear, acompafada de
alteraciones en la morfologia celular en comparacion con las demas lineas.
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Tabla 1. Parametros del acoplamiento molecular entre Gpn3 y G-actina obtenidos en HADDOCK 2.4

Parametro Valor
HADDOCK score 934 +7.2
Tamafio del cldster 13

RMSD desde la estructura de menor energia 12.1 £ 0.0
Energia de Van der Waals -45.3 £ 1.1
Energia electrostatica -448.9 = 30.8
Energia de desclvatacicon 219 £ 2.6
Energia de violacion de restricciones 2065.1 £ 564
Area de superficie enterrada 1952.0 £ 28.1
£-5core -2.1
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Las GTPasas son interruptores moleculares La familia de las GTPasas GPN contienen el motivo caracteristico
Glicina-Prolina-Asparagina (GPN)

Unen GDP y GTP e hidrolizan GTP.
* Esta constituida por Gpnl, Gpn2 y

* Proteinas reguladas por los GEFs (Factores Gpn3.
intercambiadores de nucleétidos de guanina) y P . .
las GAPs (Proteina activadora de la actividad de - sy * Los tres mlembms de esta familia
GTPasa) ~GDP union hidrolisis son esenciales y evolutivamente " £
¢ aGTP de GTP 2 4 pn2 61 || e 63| [ea] es| Vs
conservados en células eucariotas. =
* Implicadas en diversos procesos celulares: @ . N — T
« Trafico vesicular, 1y, ) En arqueas se ha descrito| cpn3 6 [l &3 [se] desi ) e
S p b’
* Sintesis de proteinas. < solamente una GTPasa GPN.
ST S
* Migracion celular. >
* Metastasis en el cancer.
3 Gras et al., 2007. EMBO Rep. 8(6):569-575; Alonso et al., 2013. Cell Cycle. 12(3):463-472. 4

Modificado de Alberts et al., 2015. Molecular Biology of the Cell. Garland Science. 1464.
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Gpn3 es necesaria para la acumulacion nuclear de la RNA polimerasa II
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Gpn3 colocaliza con la cortactina, marcador de los lamelipodios
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Los lamelipodios son estructuras dinamicas de la membrana plasmatica

Filamento de actina

Son necesarios para diversos procesos:

* Migracién celular por cierre de herida.
* Migracion de células del sistema inmune.

* Migracion en el desarrollo embrionario.

Modificado de Chen et al., 2018. Front. Phys. 9 ; Innocenti, 2018. Cell Adh Migr. 12(5):401-416.

Las GTPasas Rac y Rho son reguladores criticos de la migracion celular
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Modificado de Alberts et al., 2015. Molecular Biology of the Cell. Garland Science. 1464.
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El andlisis de Gpn3 por ELM predice un motivo de unién a actina (WH2)

EL=E

The Eukaryotic Linear Motif resource for

i I Sites in

érica ramificada y

10

Secuencia consenso | [R]..(([ILMVF]|([ILMVF])["P][AP][ILVM].{4,7} L((IKR].)((NK))[ VATIGS]
WH2
Motivo putativo WH2 56- ELIEVDDVMEDDSLRFG-72
en Gpn3

AENGEL

XB_003382587.1|
23831

5,10

mEbrarmuRy

elm.eu.org




El motivo WH2 se localiza en la insercién 1 de Gpn3
Justificacién

Datos preliminares de nuestro grupo mostraron que Gpn3 se localiza en estructuras de
la membrana plasmatica que son positivas a cortactina, lo que apoya la propuesta de
que corresponden a lamelipodios.

En ELM se predice la presencia de un motivo de unién a actina WH2 en Gpn3 y un

motivo de unién al WRC, el cual interactia con factores activadores del complejo

ARP 2/3, los cuales llevan a cabo la polimerizacién de actina. Se desconoce la

relevancia de Gpn3 en la formacion y funcion de los lamelipodios, estructuras

Gpn3 cerrado (GDP)

responsables de la migracion celular.
aa. 41- AAEHFNYSVMADIRELIEVDDVMEDDSLRFGPNGGLVFCMEYF-

Mol Cell Biol., 2016. 36(5):820-31; Cristobal-Mondragén et al., 2019. FEBS J. 286(23):4797-4818.

Hipétesis Objetivo general

Gpn3 es una GTPasa esencial para la formacién y Determinar la importancia de la GTPasa Gpn3 en la formaci6n y la funcién de los

funcién de los lamelipodios en las células de mama MCF-12A. lamelipodios en las células MCF-12A.
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Objetivos especificos

1. Generar un modelo de acoplamiento in silico del posible motivo WH2 de la GTPasa
Gpn3 con la actina globular.

2. Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la formacién de los Estrategia Experimental y Resultados
lamelipodios en las células MCF-12A.

3. Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la migracién de las
células MCF-12A.

4. Determinar la localizacién subcelular de la mutante Gpn3 L69A/R70A.

Células de mama MCF-12A Objetivo 1: Generar un modelo de acoplamiento in silico del posible motivo WH2 de la

GTPasa Gpn3 con la actina globular.

h

* Células de mama no énica

+ Incubadas a 37°C, en un ambiente con 5% de CO,.

* Las células MCF-12A se cultivan en medio DMEM F-12.

componentes medio

comple

suero de caballo (HS) + -

insulina + -

factor deu(::ggm o - »

toxina del colera + *: .
hidrocortisona + e 2
antibioticos: penicilina, + i Coarse Grain to All Atom
estreptomicina

el Tours e a KCTC, 3019: Honorata e o Fromtiers ool Sci 3019

* Para efectuar el proceso de resiembra en esta linea celular, se utiliza tripsina al 0.25% de EDTA durante 20 min.
19 En colaboracién con el Dr. Julio Alberto Mufiz Luna. 20
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El acoplamiento molecular sugiere una posible interaccién entre el motivo Objetivo 2: Determinar la impcfl:tancia del pusible '_'"‘“ivo WH2 de Gpn3 en la
WH2 de Gpn3 y la actina globular formacién de los lamelipodios.

Tabla 1. Parémetros del acoplamiento molecular entre Gpn3 y G-actina Generacion de lineas celulares

obtenidos en el servidor Haddock 2.4.

Puismatro Linea celular Gpn3 endogena Gpn3 exogena Proposito
HADDOCK com Gpn3RFlag g193 Disminuida Silvestre Reemplazo con Gpn3 slvestre
Tomado de hister Gpn3RFlag §239 Presente Silvestre Control de sobreexpresion silvestre
Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 Disminuida Mutante Evaluar funcionalidad de la mutante
Gpn3RFlag-L69A/RT0A g239 Presente Mutante Control de sobreexpresion mutante
Rp— ® -
Erargia de velacion o resticciones “.n-n'n A e\ [} \ ]
i 3 m» ° m
250 Ly, ‘/,
— -
Oligos Mutagénesis Particulas retrovirales (PR.)
*En colaboracion con el Dr. Julio Alberto Muiiz Luna 21 22
Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la
formacion de los lamelipodios. formacién de los lamelipodios.

Meta 2: Introducir la doble mutacién L69A/R70A en el motivo WH2 en Gpn3 mediante mutagénesis sitio-dirigida.

Meta 1: Disefiar y generar oligonucledtidos para introducir la doble mutacién L69A/R70A en el construccién molecular Gpn3R-pEYFP termociclador C-100 Thermal Cycler enzimas de restriccion Dpnl
motivo WH2 en Gpn3.

+ Uso de la herramienta digital QuickChange Primer Design (Agilent Technologies). =)

* Sintesis de los oligonucleétidos (T4 OLIGO).

T

-

degradacion del DNA metilado

Gpn3-WH2 sentido 5’gatgtaatggaggatgattctgeggeattcggtcccaacggaggatt 3°

Gpn3-WH2 antisentido 5 aatcctecgttgggaccgaatgeegeagaatcatcctecattacate 3°
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Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la formacion
de los lamelipodios.

Meta 2: Introducir la doble mutacién L69A/R70A en el motivo WH2 en Gpn3 mediante mutagénesis siti

incubacién a 37°C
durante 1 hora

transformacion bacteriana purificacion

Gpn3 mutante == .ucp-c
Gpn3 silvestre —p SERBGENG LANBAMA
SXXFGPNGGL e
IPICYT
secuenciacion
resultado

Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la
formacion de los lamelipodios.

Meta 3: Generar particulas retrovirales para expresar Gpn3R y Gpn3R-WH2 L69A/R70A.

transfeccion

(método de fosfato de calcio)

soluciénA |+ solucién salina que
contiene fosfato de
sodio dibasico

(Na,HPO,)

solucion A

cloruro de calcio
(CaCl)

DNA a transfectar
gag-pol

VSV-G

solucién B <

|
|
¥
|

HEK 293/T17
solucién B

38

Subclonacion de la secuencia codificante de Gpn3R o Gpn3R-WH2 (L69A/R70A) en el
vector retroviral pLNCX2.

Ligacién

n3Rflag:

LANBAMA

ﬁﬁcm

Secuenciacién
|
|
|

!

26

Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la
formacion de los lamelipodios.

Meta 4: Generar lineas celulares MCF-12A que sobreexpresen Gpn3R/Gpn3R-WH2 (L69A/R70A) de
manera estable.

seleccion con antibidtico geneticina
L P 9 _
o® ( \ x5 :
\ ; — e
4 Gpn3R-silvestre Gpn3R-WH2 L69A/R70A
+ Gpn3 endégena + Gpn3 endogena

células MCF-12A



Supresion de la expresion de Gpn3 endogena a través de la técnica de RNA de

Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la formacion 3 5 5
interferencia en las células que expresan establemente Gpn3R o Gpn3R-WH2

de los lamelipodios

(L69A/R70A)
Meta 5: Suprimir la expresion de Gpn3 endégena utilizando la técnica de RNA de interferencia en las I
células que expresan establemente Gpn3R o Gpn3R-WH2 (L69A/R70A). -
Gpn3RFlag g193 Disminuida Silvestre
Células HEK g193 Células HEK g239 Gpn3RFlag g239 Aesenls Silvestre Seleccion con puromicina
Gpn3RFlag-L69A/R70A g193  Disminuida Mutante
Gpn3RFlag-L69A/R70A g239  Presente Mutante

3 Gpn3RFlag g193 Gpn3RFlag 239
solucion A o k)
solucién A « solucién salina que contiene 2 g
fosfato de sodio dibdsic § 2
(N3 11PO) H i
= Gpo3RFleg
“olucion B |+ cloruro de calcio (CaCL) € G 3 cocgens
DNAa iransfectar o Gpn3RFlag-L69A/R70A g239
wapol s T Gpn3RFlag-LE9A/R70A g193
HEK 293/T17
solucién B 29 *Western blot de extractos celulares de las células infectadas 30
Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la Objetivo 2: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la
formacion de los lamelipodios formacion de los lamelipodios
Meta 6: Analizar la formacion de lamelipodios en células MCF-12A que sobreexpresen Gpn3R y Meta 6: Analizar la formaci6n de lamelipodios en células MCF-12A que sobreexpresen Gpn3R y
Gpn3R-WH2 por microscopia de fluorescencia. Gpn3R-WH2 por microscopia de fluorescencia.
Meta 7: Evaluar la importancia del motivo WH2 de Gpn3 en su translocacién a los lamelipodios por Meta 7: Evaluar la importancia del motivo WH2 de Gpn3 en su translocacién a los lamelipodios por
microscopia de fluorescencia utilizando el marcador faloidina. microscopia de fluorescencia utilizando el marcador faloidina.

> y Wma  min
suero de caballo (HS) + - i @ o de
insulina 2 - L )u:“ Wmin 60 min
factor de crecimiento + - Multiplacas de 12 pozos A estimular con medio ( fijar las células a
endotelisl (EGF) ( completo o medio de | BE) | los tiempos: 30y 60 | ) |  determinar la formaci6n de lamelipodios a través del marcador
toxina del colera + + 24h ayuno minutos molecular cortactina por inmunofluorescencia
hidrocortisona + + =
antibioticos: penicilina, + +
estreptomicina
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La formacion de lamelipodios ocurre en todas las lineas celulares
Medio de ayuno

NCF 1A GpadRilg GpaIRFiag LIDARTIA

La formacion de lamelipodios ocurre en todas las lineas celulares
Medio completo
iRy

O TR = G iREiag THARA 30 minutos

) . . . .
- \
I\

Medio de ayuno Linea celular Gpn3RFlag-L69A/R70A g193
Lamelipodio

B rci

30 minutos

40X
40X
La formacion de lamelipodios ocurre en todas las lineas celulares La formacion de lamelipodios ricos en actina ocurre en todas las lineas celulares
Medio de ayuno Medio completo
Medio de completo Linea celular Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 30 minutos MCT-12A GpaiRFiag GpuRFiag LOARTOA MCFIIA

GpadRilag GpaIRFiag LOSARTIA 60 minutes

Lamelipodio

. Actina

Gpad

-

: |

Combinaciin
40X
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La formacion de lamelipodios ocurre en todas las lineas celulares La formacion de lamelipodios ocurre en todas las lineas celulares

Medio de ayuno Linea celular Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 60 minutos Medio de completo Linea celular Gpn3RFlag-L69A/R70A g193 60 minutos

40X 40X

La mutante L69A/R70A muestra un patrén diferencial en la formacién de Objetivo 3: Determinar la importancia del posible motivo WH2 de Gpn3 en la
lamelipodios sin alcanzar significancia estadistica. migracion de las células MCF-12A.

sembrar células MCF124 + Gpn3R o Gpn3R-WH2 7 ; SURNA g193
(LGIA/R70A) + 193 a alta densidad en placas de 12pozos | 22 R ® &
B MCF-12A A L Gpn3R-WH2 (L69A/R70A)

Gpn3R

g

@
3

B3 GpriRFlag {}

" GpuiRFlag-L69RT0A

4

Niimero de células con lamelipodios

Factor analizado Valor de p ayunar las células 6 h
+
4 Linea celular p=03595 mitomicina C + ayunar las células
durante 2 horas
Medio de cultivo p=0.0462
2 T 0.1059 I
lempo p=0.105 L
v
[ Linea x medio p=0.1457
Linea x tiempo p=02241 realizar herida
Medio x tiempo p=0,0624
= Linea x medio  tiempo p=0.1071 ] 1

Datos expresados como media + EEM de 3 experimentos independientes (n = 3). En cada experimento se cuantificd el nimero de
lamelipodios en varios campos de observacién por condicion. Los datos se analizaron mediante ANOVA de tres vias con medidas repetidas,

considerando como factores la linea celular, el medio de cultivo y el tiempo. Se considerd significancia estadistica cuando p < 0.05.
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La migracion celular es similar entre las lineas celulares

Estimulo MCF-124 Gpu3RFlag Gpu3RFlag LESARTOA

Ayuno 4 h

Completod b

Ayuno 8 h

Completo 8 h

La mutante Gpn3 L69A/R70A presenta localizacion citoplasmatica y nuclear y una
morfologia celular tipo empedrado

MCF2A GpalRFlag g193 GpnIRFlag 239 GpnIRFlag LEIARTIAg193  GprIRFlag LEOAR70A g219

" . - . . -
a . . . - .
Combinacion
40X
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La mutante L69A/R70A en el posible motivo WH2 de Gpn3
no altera significativamente la migracion en las células MCF-12A

60
M I B3 GpudREL
40 - Gpu3RFs
g
-
20
0

Ayuno 4 Completo 4 Ayuno 8 Completo 8

Estimulo

-L69RTOA

Factor analizado
Linea celular
Medio de cultivo

Valor de p
p=0.5086
p=0.0136

Tiempo

Linea x medio .3777
Linea x tiempo p=0.6533
Medio x tiempo P =0.0063
Linea x medio x tiempo p=0.2871

Datos expresados como media + EEM de 4 experimentos independientes (n = 4). En cada experimento se analizaron tres regiones de una
misma herida —inicio, centro y final del pozo— y sus dreas se integraron para obtener un valor por condicin. Los datos se analizaron
mediante ANOVA de tres vias con medidas repetidas, considerando como factores la linea celular, el medio de cultivo y el tiempo. Se considers

significancia estadistica cuando p < 0.05.

Discusion
Interaccion del posible dominio WH2 de Gpn3 con actina
globular in silico.

* El acoplamiento molecular sugiere que el posible dominio
WH2 de Gpn3 podria interactuar con la actina globular, de
manera similar a lo descrito para su funcionamiento por
Paunola et al. (2002) y Dominguez (2016).

* Este clister representa una solucion energéticamente mas
favorable que la mayoria de las conformaciones generadas.

* La alta energia de violacién de restricciones sugiere que
algunas interacciones podrian estar forzadas y no reflejar
totalmente la interaccion fisiolégica.

* Aun asi, la superficie enterrada es significativa y las energias
Van der Waals/electrostatica negativas apoyan la plausibilidad
del complejo (van Zundert et al., 2016).

Gpn3

Argd?
AspS1
LysS0 Glody Sers)

Glus9

e

Apsk
vy
e b

Argss

e Gluse

Actina globular



Discusion

Efecto de la mutacion L69A/R70A en el dominio WH2 de
Gpn3 en la formacion de lamelipodios

* Enayuno (30 y 60 min), la linea Gpn3RFlag-L69A/R70A
mostré tendencia a formar menos lamelipodios, lo que
sugiere que Gpn3 podria actuar como regulador positivc
de la polimerizacion, similar a proteinas con WH2 que
activan Arp2/3, similar a proteinas WAVE o JMY
(Zuchero et al., 2009; Campellone, 2023).

* En cambio, en medio completo en la condicién de 1 hora,
la mutante mostré mas lamelipodios, incluso mejor que er
las células que expresan Gpn3 silvestre.

* Esto podria explicarse si Gpn3, a través del WH2
secuestra actina globular e inhibe la polimerizacién; al
mutar el WH2, se pierde secuestro, lo que resulta en mas
actina disponible para polimerizar.

* No hubo diferencias significativas, pero la tendencia
sugiere un papel regulador dependiente del contexto.

Discusion

Efecto de la mutacién L69A/R70A en el dominio
WH2 de Gpn3 en la migracién

£ 100 = MO RA
2 " * La capacidad migratoria de las lineas celulares B3 GpedRFlag g193
H I"l__mmv\ MCF-12A, Gpn3RFlag, y Gpn3RFlag-L69A/R70A - Gpoiitilag LEORTA
£ 6o 1 es relativamente similar bajo las condiciones
3
: e estudiadas.
B * EI dominio WH2 es reconocido por su interaccién
2., con la actina, sin embargo, la funcién de estas 0
& & estructuras no se ve afectada tinicamente por este Ayuno§ Completo 4 Ayaio 8 Compieto 8
& g*‘; dominio (Shekar, Pernier y Carlier, 2016). Estimulo
* &

Discusion Conclusiones
La localizacién subcelular de Gpn3 y la morfologia de las células MCF-12A cambia con la mutacion
L69A/R70A
* El acoplamiento molecular generé un modelo estructural compatible con una posible interaccion entre el
* Se observé un cambio en la localizacién subcelular de Gpn3RFlag y en la morfologia celular en la mutante. En motivo WH2 de Gpn3 y la actina globular. No obstante, debido al carédcter dirigido del modelado y a la
la linea mutante, Gpn3 se localiz6 en el citoplasma y el niicleo, ademis de tener una morfologia presencia de violaciones de restricciones, este resultado debe consid una hipétesis estructural que

polimerizaci6n de actina y la forma celular.

regulacion de actina, reflejandose en la morfologia.
MCE-12A G

Por ello, la mutacién en Gpn3 podria afectar su funcionalidad en caso de trabajar con Gpnl, alterando asi la

requiere validacion experimental.

Estudios como en la proteina Cobl (Ahuja et al., 2007) muestran que alterar dominios WH2 afecta la

* Se logro construir y validar la mutante Gpn3 L69A/R70A, asi como generar lineas celulares MCF-12A
con expresion estable y control de expresion endégena mediante shRNA, estableciendo un modelo

Gpn3 forma heterodimero con Gpn1, y ambos podrian interactuar con actina mediante dominios WH2. confiable para estudios funcionales.

Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas, la mutacion WH2 mostré una tendencia
consistente de disminucién de lamelipodios en el tratamiento con medio de ayuno sugiriendo un rol

GpmIRFlagL GpaIRFlag LESVRIOA g239 positivo en la nucleacién/organizacion de actina en estrés, coherente con proteinas WH2 que activan

. . . - - h
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Conclusiones

Por otro lado, existié un aumento de lamelipodios en medio completo, compatible con
la posibilidad de que el WH2 secuestre actina globular y module negativamente la
polimerizacién.

La mutacién no comprometio el cierre de herida, lo que sugiere que la migracion puede
ser compensada por otros factores o requiere condiciones mas complejas.

La mutante mostré localizacion citoplasmatica/nuclear y cambios morfoldgicos en el

tratamiento de ayuno a los 30 minutos, contrario a la silvestre o el control, los cuales
tuvieron una morfologia tipica y localizacién subcelular mayor en el citoplasma.

MCF12A GpnIRFlag g193 GpnIRFlag 219 GpniRFlag LEIARTON G193 GpaIRFlag LESAVRIOA 3219
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Prospectivas

Evaluar compensacién funcional: silenciar o inhibir otras proteinas y
GTPasas relacionadas a la dindmica de actina para determinar si el
rol de Gpn3 en lamelipodios esta enmascarado por redundancia.

Definir funcion del WH2: ;secuestra actina, promueve ensamblaje o
ambas?

Profundizar el impacto funcional y explicar el cambio de
morfologia/localizacion.

Introducir la triple mutacién en el posible motivo WIRS de Gpn3 y
evaluar su participacion en la formacion y funcion de los
lamelipodios.



